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立体構築 に よ る Sepiola atlantica の網膜構造の研究
The structure analysis of  a cuttlefish, Sepiola atlantica, retina 
on the three dimension reconstruction 
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概要
Sepiola atlantica の網膜の視細胞外節層 の厚みは、 眼球腹側で は3.4 × 1 0 2 畑、 背 側 で は2.4
× l 0 2 µm あ っ た。 切片か ら 立体再構成 し た 眼盃 の 形 を 検討す る こ と に よ っ て、 こ の 差 が顕微
鏡切片 の作成過程 に 由 来す る ア ー テ ィ フ ァ ク ト で な い こ と を 明 ら か に し た。
浅 い 海 の 海底付近で生活す る Sepiola atlantica の網膜腹側で肥厚 し た 外 節 層 が見 つ か っ
た こ と は、 頭足類外節層 の厚 さ の 増大が、 そ の 生物 の 瞳孔 の 形状か ら 最 も 普通 に使われて い
る と 単純 に 予想 さ れ る 網膜部位で起 き る のではな く 、 そ の 生 物 の 生態 に と っ て重要な部分で
起 き る と い う 考 え を 支持 し て い る 。
Abstract 
The thickness of the outer segment layer in a cuttlefish , Sepiola at/antica , retina was 
measured. It was 3 .4 × 1 0 2  µm on the ventral retina and 2 .4 × 1 0  2 µm on the dorsal one. The 
reconstructed image 企om the sections showed that the difference between them was not come 
from any artifact in the microscopic observation. 
The thickened ventral retina was found in the eye of S. atlantica, which is a benthos in the 
shallow sea. This supports the idea that the thickening of a retina happens at the area where 
is useful and important for the behavior of the creature, rather than is mainly exposed with an 
incident ray 仕om its pupil. 
キーワー ド
adaptation, outer segment, photoreceptor， 視細胞， 頭足類， 適応， 光環境
- 1 1 3 一
愛知県立芸術大学紀要 NJ.36 (2006) 
は じめ に
動物 の 眼球は、 そ の 生物 の 生態 ・ 生息環境 と 密接な関わ り を持 っ て進化 し て き た。 そ の 適応 の 仕方
は、 動物群 に よ っ て様 々 で あ る 。 頭足類 と 中 深海性 の魚類では、 光環境へ の 適応 と し て、 網膜が部分
的 に 厚 く な っ て い る こ と が報告 さ れて い る 。 こ の構造 の解釈 と し て、 頭足類の 場合 は瞳孔 の 形状 ・ 注
視す る 方 向 と 関係 が あ る と の報告がな さ れて い る が （Young et al. 1 963） 、 中 深海棲 の 魚 類 で は 捕 食
行動 と 生息場所の 光環境 に 原 因 が求め ら れ て い る （Denton e t  al 1 989） 。 以前行 っ た ホ タ ルイ カ と そ
の 近縁種の 比較研究では、 こ れ ら 以外 に 同種間 コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン の 要素 も 関係 し て い る こ と を 示唆
し た （Michinomae et  al. 1 994、 清道 ・ 成 田. 1 993） 。 こ の タ イ プの適応 の 意味 を 正 し く 解釈す る た め に
は、 他種 と の 比較検討 を 広 い 範囲で進め る こ と が必要不可欠で あ る 。
今 回 Sepiola atlantica （標準和 名 が な い の で、 以下 S. atlantica を 使 う ） を 手 に 入 れ る こ と が で き
た の で、 こ の イ カ の網膜の立体構造 に つ いて調べる こ と に し た。 こ の研究では、 顕微鏡切片標晶画像
か ら の 網膜立体像 の 再構築や、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク の切断面の 直接観察 を 生かす方法 を検討 し た。
S. atlantica は、 浅 い 海 に 棲 む大西洋産 の ヒ メ ダ ン ゴイ カ の 仲 間 で あ る 。 昼 間 は砂泥質 の 海 底 に 潜
り 、 夜間活動す る 。 海底 に 障 る 姿勢や横長 の 瞳孔の形な ど は タ コ 類 に 似て い る 。 一方、 体色が透 明 で
発光器官 を持つ と こ ろ は、 発光す る イ カ 類 に 共通の性質 で あ る 。 こ の よ う な 中 間的な性質 の 生物 を 調
べ る こ と は、 生物 の 適応進化 を考察す る こ と に有用 で あ る 。
材料と 方法
ホ タ ルイ カ （ Watasenia scintillans） は、 夜 明 け 前 に 富 山 湾で定置網か ら 生 き た も の を 捕獲 し た 。
S. atlantica は、 Scraggane 湾 （ア イ ル ラ ン ド 、 ケ リ ー州） で、 夜 間 生 き た も の を 捕獲 し た。
両イ カ の 眼球は、 生 き た状態で切 り 出 し た。 眼球か ら レ ン ズ を 取 り 除 い た後、 4 °C の 4 % パ ラ ホル
ム ア ル デ ヒ ド 海水 で 固 定 し た。 固定 し たサ ン プル を研究室 に 持 ち 帰 っ た後、 一晩水洗 い し 、 ア ル コ ー
ル シ リ ー ズ脱水 し 、 パ ラ フ ィ ン に包壊 し た。 パ ラ フ ィ ン包埋 ブ ロ ッ ク を ト リ ミ ン グ し た後、 ミ ク ロ ト ー
ム （PR”50、 大和光機株式会社） で 6 µm厚 の連続切片 を 得た。 切片は脱脂 の 後、 マ イ ヤ ー ・ ヘマ ト キ
シ レ ン染色液 と エ オ シ ン 染色液で二重染色 し た。
サ ン プルの撮影は、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク の 断面 と 顕微鏡用 ス ラ イ ド 標品 で行 っ た。 各撮影 系 の球面
収差は、 サ ン プル撮影 と 同条件で方眼紙 を 撮影 し 、 得 ら れた画像か ら 評価 し た。
パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク の 断面は、 ミ ク ロ ト ー ム で連続切片 を作成 中 に、 ブ ロ ッ ク を 正面か ら デ ジ タ ル
カ メ ラ （PowerShot S3IS、 キ ャ ノ ン株式会社） の ス ーパーマ ク ロ モ ー ド で撮影 し た。
ス ラ イ ド 標品は、 実体顕微鏡 （SZ-40、 オ リ ンパ ス 株式会社） に、 カ メ ラ ア ダ プタ （NY2000S2、 マ
イ ク ロ ネ ッ ト 株式会社） を 介 し て デ ジ タ ル カ メ ラ （C-5050Z、 オ リ ンパ ス イ メ ー ジ ン グ株式会社） を
つ な い で撮影 し た。
ス ラ イ ド 襟 品 断 面 像 か ら の 立 体 再 構 築 に は 、 立 体 再 構 築 ソ フ ト （DeltaViewer、 奈 良 女 子 大 学
Delta Viewerプ ロ ジ ェ ク ト チー ム ） を用 い た。
ホ タ ルイ カ の み、 ギ ロ チ ン 法 （Hamanaka et al. 1 994） に よ っ て 網膜 を ス ラ イ ス し 、 断面 の 観察 を
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行 っ た。 ま ず固定 し て い な い眼盃の 関 口 部に、 6 本の切 り 込み を 入れ て 切 り 聞 き 、 眼杯を 平面化 し た 。
こ れ を ギ ロ チ ン に よ っ て0.5- 1 mm間 隔 で平行に刻 ん だ後、 そ の 状 態 を カ メ ラ （OM- 1 、 オ リ ン パ ス
株 式 会社） で撮影 し た。 得 ら れ た短冊状のサ ン プル全て を横倒 し に し 、 断 面 を実体顕微鏡で ひ と つ づ
っ写真撮影 し た。 得 ら れた画像上で視細胞外節の厚み を測定 し た。 得 ら れた 厚 み は 平面 化 し た 眼杯 の
図 上にマ ッ ピ ン グ し 、 厚みが 同 じ 部分 を線でつ な い で、 等高線 を 引 い た 。
結 果
v 
D 
今回計測に用 い た ホ タ ル イ カの 外套
長 は 、 5.8cmで あ っ た。 眼球 の 形状 は 、
計 測 時に は 直 径 l 2.0mm · 厚 み 5.5mm
で、 レ ン ズ側か ら 押 し つ ぶされ た よ う
な回転楕 円 形で あ っ た。 こ れ は 、 自重
によ る 変形で、 以前の研究か ら 実際に
図 1 包埋 プ ロ ッ ク の 断面
は球形に近い こ と が分か っ て い る 。
左 ・ ホ タ ルイ 力 、 右 ： S. a t l an t i ca、 球面収差は補正 し て あ る 。
v ： 腹側、 D 背側、 パ ー は 4 問。
今回計測に用 い た S. atlantica は 、 外套長が2.l cm、 限球の 形状は長軸7.8mm · 短剥17.0tmnの体軸方
向に長 い 回転楕 円 体 で あ っ た。 眼球の 瞳 孔 は 、 眼球長軸方向に長 い 角 の 丸 い 長方 形 で 、 長 辺3.0mm ・
短 辺1.0tmnで あ っ た。
包埋 ブ ロ ッ ク の 断 面 を 直接撮影 す る と 、 図 1 に示 し た よ う に、 ホ タ ルイ カ で は網膜視細胞外節 層 の
厚 み の 部位によ る 差 異 と 共に、 網 膜 腹 側 で は 視細 胞 外 節 層 ご と に 異 な る 着色 が観 察 で き た。 一 方
S. atlantica で は 、 視細胞外節 層 に色 素 頼粒が多く、 視 制 胞 の 外 節 層 ・ 内節層の 区 別 や 、 外 節 層 の 色
の 判 断 は不可能で あ っ た。
切片の観察に用 い た 実体顕微鏡 と カ メ ラ を 合わせた レ ン ズ系で得 ら れ た画像は、 球面収差によ り 中
心部に比べて周辺部が小さくな る 歪みがあ っ た。 歪みの
量は、 水平方向で は最外部が中 心部の95% 、 垂直方向 で
は96%にな る 程度で あ っ た。 こ れ ら は今回の計測では問
題にな ら な い 量 で あ っ た の で、 歪みの補正は行わ な か っ
た。
ホ タ ルイ カ網膜切片よ り 、 背側視細胞外節層 の厚 み を
測 り 、 1.5 × 10 2µmの 値 を 得 た 。 こ れ は 、 ギ ロ チ ン 法で得
た 図 2 の 背側部分の厚み と 一致 し た。
S. atlantica 連 続 切 片 の 観察 中 に 、 網 膜 の 部位によ り
視細胞外節層 の厚みが 非対称に異 な っ て い る 一連 の像が
見 つ か っ た 。 図 3 は、 連続切片 中 の ほ ぼ 中 央の位置にあ
た る も の で あ る 。 こ の 写 真 で は 、 外節層 の厚みは、 Aで
は3.4 × 10 2 畑、 B · C で は2.4 × 10 2 µm、 で あ っ た。 a付近
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図 2 ホ タ ルイ カ 網膜視細胞外節層の厚み
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で網膜の厚み の急速な変化が見 ら れた。
連続切片 を 再構築 し 、 図 4 を得た。 腹側に包
壊 の 際 で き た と 思 わ れ る 広 い く ぼみが あ る こ と
が分か つ た。
考 察
図 3 に 示 し た よ う に 、 S. atlantica の 網 膜 中
で 、 外 節 層 に は位置 に よ っ て 1 . 5 倍 の 厚 み の 差
が あ っ た。 こ れ は、 撮影系 の 球面収差が問題 に
な ら な い ほ ど の 差 で あ る と い え る 。 よ っ て、 切
片の計測 と 再構築では、 球面収差の補正は行わ
図 3 S. a t  /ant i ca の網膜断面
バ ー は 1 mm 
な い こ と に し た。 ま た ホ タ ルイ カ の切片 に よ る a 
計測 と ギ ロ チ ン法 に よ る 計測か ら 、 固定 ・ 脱水 ・
包埋 に よ る 影響は こ の測定ス ケール と精度では
問題 に な ら な い の で、 音十測値 を そ の ま ま 以下の
考察で用 い る こ と に す る 。
顕微鏡切片像か ら 元 の 立体物 の 形状やサイ ズ
を単純に推測する こ と は、 一般に危険で あ る 。
そ こ でS. atlantica で 観察 さ れ た 視 細 胞 外 節 層
の厚みの 違 い が、 実 際 に眼球中 に存在す る も の
な の か、 あ る い は ア ー テ ィ フ ァ ク ト で あ る か を
以下 の よ う に検討 し た。
図 5 a に 示す よ う に 、 中 空 の 球 体 及 びそ の 一
部 を ス ラ イ ス し て 断 面 を 観察 し た場合、 球殻部
分の厚みは、 球体表面の法線を 含む面で切 っ た
場 合 （ 2 - 2 ’ ） が最小 と な り 、 そ れ 以 外 の 方
向 ( 1 - 1 ’ ） で は 、 切 断 箇 所 の 法線方向 か ら
の切断面の傾き に応 じ て厚 く 見 え る 。 こ の場合、
厚みの変化 は 断 面 中 の全て の場所で一様 に 起 き
る 。 従 っ て、 仮 に こ の よ う な 形 の 眼球で、 局所
c 
図 4 S. a t i  an t i  ca 顕微鏡切片か ら の再備築
a ： 再備築 し た網膜の垂直断面 （ b 図 の線 2 近辺）
b ： 再構築 し た網膜の水平断面 （ a 図 の 線 1 近辺）
c ： 立体構築 した網膜
D ： 背側、 V ： 腹側、
A ： 前傾lj （足側） 、 p ： 後倶lj （胴体側）
的 な 見 か け の 厚 み の 違 い が見つ かれは、 そ れは実際の厚みの違 い を 反映 し て い る と 言 え る 。
球 形 の 眼球や眼杯は 自 重 に よ っ て た わ んで、 図 5 b の よ う な 回転楕 円 体 と な り が ち で あ る 。 こ の よ
う な 場合、 図 5 b左側二列 の 図 の よ う に 切 断面が回転体 の 軸 に 平行 で あ れ ば、 殻部分の厚み は a の 場
合 と 同 じ 性 質 を 示す。 し か し 、 3 - 3 ’ 、 4 - 4 ’ の よ う に 切断面が傾 く と 、 切断面 の傾斜方 向 で 殻 の
厚みは非対称 に な り 、 そ の見 か け の厚みの増大量は、 法線か ら の傾 き に 比例す る 。 こ の よ う な非対称
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ーーは、 切片 の 向 き を 平行 に 保 っ て精円体の
中心を超えて切 り 進む と、 3 と 4 ’ 、 3 ’
と 4 の よ う に必ず対称な位置で逆 の 非対
称 を 示す こ と が図 か ら 分 か る 。
S. atlantica 眼 球 の よ う に 回 転楕 円 体
の場合、 前述の他、 図 S cの 5 5 ’ 、 6 -
6 ’ に 示 し た よ う に 、 楕 円 体 の 長軸 （回
転軸） に垂直な方向か ら ずれた場合 に は、
ど の切断面で も 厚 み の 非対称な増減が起
き る 。 こ の 非対称性は、 前述 の 3 - 3 ＇ 、
4 - 4 ’ の 例 と 同 様 の 対称性 を 持 つ 。 し
か し 、 S. atlantica 眼球 切 片 で は 、 こ の
対称性が観察 さ れな か っ た の で、 観察 さ
れた結果が、 切片作成時 の ス ラ イ ス 方向
に よ る ア ー テ ィ フ ァ ク ト で な い と 結論で
き る 。
こ の ほ か に 、 断面図 の外節層 の厚み を
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図 5 眼球の形状 に切片の方向が及ぼす影響
左列 は レ ン ズ方向 か ら 、 左か ら 二列 目 は真横か ら 見た図。
破線は切断面を 示す．
l ： レ ン ズ、 r ： 網膜
非対称 に 見せ る 原 因 に は、 部分的 な 眼球の変形が考え ら れ る 。 図 5 d の よ う に 眼球 の 一部に く ぼみが
あ る と 、 そ の部分 を か す め る よ う に切片ができ た 場合 （ 7 - 7 ’ 、 8 - 8 ’ ） に 、 見 か け の 厚 み が著 し
く 増大す る 。 眼球の形状 を 立体再構築 し た 図 4 上で、 当 該切片の位置 と そ の 周 囲 の 眼球 の 形 状 を 確 認
す る こ と に よ っ て、 今 回 こ の 可能性は否定で き た。
本研究 を 行 う 前 に は、 S. atlantica は底棲性の 傾 向 が強 く 、 瞳 孔 が タ コ 的 な 角 の 丸 い 長方 形 で あ る
こ と か ら 、 Young (Young et al. 1 963） が タ コ で報告 し て い る よ う に 、 眼球の レ ン ズ正面 に あ る 視細
胞外節層 が肥厚 し て い る と 予想 し て い た 。 し か し な が ら 結果は、 ホ タ ルイ カ 腹側網膜 （Michinomae et 
al. 1 994、 清道 ・ 成 田. 1 993） や Denton (Denton et al 1 989） が報告 し て い る 深海性魚類の よ う に 、
そ の 生物 に と っ て重要な視覚情報が得 ら れ る と 思わ れ る 網膜上の位置 に 、 特異的な視細胞外節層 の肥
厚 が起 き て い る こ と を 示 し て い た。 こ の こ と は、 S. atlantica が夜行性 で あ り 海 底 に 住 む た め 、 光 の
少な い状況で海面方 向 を 見 る 必要があ る と い う 点で、 ホ タ ルイ カ や深海性魚類 と 同 じ 要求が視覚系 に
生 じ た こ と に よ る 適応で あ る と 解釈で き る 。 こ の こ と は、 ホ タ ルイ カ 眼 の 進化適応 を 考 え る 上で、 一
つ の ヒ ン ト と な る で あ ろ う 。
視細胞外節層 の厚み計測 に 用 い る サ ン プル作成 に は、 い つ で も 網膜表面 に 対 し て垂直方 向 の 断面が
得 ら れ る ギ ロ チ ン の 使用 が最 も 適 し て い る 。 し か し な が ら 、 ギ ロ チ ン を 使 う 方法 に は、 対象が薄 い 平
面 に 限 る と い う 制約 が あ る 。 ホ タ ルイ カ や ホ タ ルイ カ モ ド キ な ど の よ う に 、 網膜の厚み に 対 し て 眼球
の 大 き さ が適 当 なサイ ズで な けれ ば、 こ の 条件を満たす こ と は難 し い。 小 さ な 眼 で は、 眼球 の直径に
対 し て相対的 に網膜の厚みが厚 く な り 、 眼球 を 平面 に 聞 く こ と が困難 に な る 。 つ ま り 網膜の裏表で表
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面 の 長 さ の 違 い が大 き い た め 、 聞 い た 網膜がス プー ン 状 に 反 っ た状態 に 戻 っ て し ま う の で あ る 。
S. atlantica の 眼球は、 網膜の厚みが約300畑、 直径は 8 醐程度で、 平面 に 伸 ばす こ と がで き な か っ
た。 こ の た め 通常の光学顕微鏡用 切片 を 作 っ たが、 こ の方法で は、 包埋物質の 固体化時の不均一な力
の発生 に よ る サ ン プルの変形、 ト リ ミ ン グ時 に正確な オ リ エ ン テー シ ョ ン が不可能で あ る こ と 、 網膜
表 面 に 垂直な切片が ど れで あ る か の判別が難 し い こ と な ど 問題が多い。 今回の実験は、 目 的が限定的
で あ れ ば、 眼球 の形状か ら の思考実験 と 切片か ら の立体再構築 に よ っ て、 こ の 欠 点 を 補 う こ と がで き
る こ と を 示 し て い る 。
ホ タ ルイ カ で は、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 断面で異な る 視物質退色産物 に 基づ く 色 の 違 い を確認す る こ
と がで き た。 通常 の光学顕微鏡切片作成の過程では、 脱水 （疎水化） 処理 と 脱脂 （親水化） 処 理 を行
う た め、 タ ンパ ク 質 の変性が起 き る と 同時に、 低分子量の脂溶性 ・ 親水性両方の物質が失われや す い 。
こ の た め、 着色の原因 と な る 物質 の 多 く が失われて し ま い、 微妙な色 の 違 い を観察で き る こ と は少 な
い。 こ れ に対 し て、 包埋 ブ ロ ッ ク の状態では、 疎水化処理だけ し か行わ な い の で、 こ の点 に 関 し て よ
り 穏和 な条件で あ る と 言 え る 。 こ れ に加 え て ブ ロ ッ ク 中 のサ ン プル に は、 切片 に 比べて格段 に厚みが
あ る こ と か ら 、 色 の 観察が容易 に な っ た と 思われ る 。
こ の こ と は、 層状 に分化 し た網膜を検索す る 際に、 固定 し たサ ン プルの切片標品のみな ら ず、 ブ ロ ッ
ク 側 も 観察す る こ と が有効で あ る こ と を 示 し て い る 。 し か し な が ら S. atlantica の 場合で は、 他 の 浅
い 海 に棲む頭足類 同 様 に外節層 に 色素頼粒が多 く 、 視物質 に 由 来す る 色 を 観察す る こ と は で き な か っ
た。 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 断面 の 色 を 直接観察す る 技法の適応範 囲は、 ギ ロ チ ン法 同 様 に視細胞外節 に
色素頼粒の少な い 中 深海性 の 頭足類 に 限 ら れ る よ う で あ る 。
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